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Bescheinigung 


REC D 1 0 DEC 1998 


Herr Professor Dr. Wolf-Georg Forssmann in 
Hannover/Deutschland hat eine Patentanmeldung unter der Be- 
zeichnung 

"Bif idogene Peptide" 

am 11 • Februar 1998 beim Deutschen Patentamt eingereicht • 

Die angehefteten Stiicke sind eine richtige und genaue Wieder- 
gabe der urspriinglichen Unterlagen dieser Patentanmeldung, 
von denen die Beschreibung Seiten 1 bis 15 und 17 mit den 
Patentanspriichen sowie 4 Blatt Zeichnungen am 11. Februar 1998 
und die Seite 16 der Beschreibung am 27, Mai 1998 eingegangen 
sind. 



Die Anmeldung hat im Deutschen Patentamt vorlaufig die Sym- 
bole C 07 K und A 61 K der Internationalen Patentklassif ika- 
tion erhalten. 


Mvinchen, den 24. September 1998 
Der Prasident des Deutschen Patentamts 

Im Auf trag 



Aktenzeichen: 198 05 385.1 
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Bifidoqene Peptide 


Die vorliegende Erfindung betrifft bifidogene Peptide, Verfahren 
zu ihrer Herstellung sowie die Verwendung der bifidogenen Pep- 


tide . 


von Milch ist bekannt, daB sie fordernd auf den Gesundhei tszu- 
stand von Sauglingen wirkt . Dies wird vielfach auf den Einflufi 
der Milch auf die Ausbildung einer sauglingstypischen Darmf lora 
zuriickgefuhrt, die zu mehr als 90% aus- Bifidobacterium bifidum 
besteht . 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es Peptide bereitzustel - 
len, die einen positiven EinfluS auf die Darmf lora haben . 

Die erfindungsgemaSe Aufgabe wird gelost durch Peptide mit den 
Merkmalen des Patentanspruchs 1. Bei den erf indungsgemaSen 
Peptiden handelt es sich urn Peptide, die erhaltlich sind durch 

Versetzen von Kuhmilch oder Humanmilch mit Proteasen und 
anschlieSender Inkubation fur zwei Stunden, 
Zentrifugation, urn Milchfett zu entfernen, 
Ansauern auf einen pH von 2,0 durch starke Sauren, 
Abtrennung der ausgef allenen Proteine, 

Anwendung mindestens eines Reverse-Phase-HPLC-Schrittes , 
Anwendung eines Kat ionenaustauscher-HPLC-Schrit tes , 
Sammeln von Fraktionen, 
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Einstellen der Fraktion auf einen Salzgehalt < 25 mM fur 
die Durchfuhrung von Akt ivitatstests durch Dialyse oder 
Reverse - Phase -HPLC , 

Kultivierung von Bif idobakterium Bifidum und E. coli in 
Gegenwart der Fraktionen und Auswahl von Fraktionen, die 
der Bedingung 

BW EW 

----- ^ 0,15 (bifidogen) 

BO EO 

genugen, worin BW die Keimzahl bezeichnet, die bei 16- 
stiindiger Inkubation von Bif idobakterium Bifidum in 50% 
Elliker Broth in Gegenwart der Peptide in einer Konzentra- 
tion von 200 fig/ml erhalten wird, 

BO die Keimzahl bezeichnet, die bei der wirkstof f f reien 
Kontrollinkubation erhalten wird, 

EW die Keimzahl bezeichnet, die bei 16-stundiger Inkubation 
von E. coli in 3 g/1 Tryptic Soy Broth in Gegenwart der 
Peptide in einer Konzentrat ion von 2-00 //g/l erhalten wird, 
EO die Keimzahl bezeichnet, die bei der wirkstof ff reien 
Kontrollinkubation erhalten wird, 

Isolierung des in dieser Fraktion vorhandenen Peptids 
sowie die amidierten, acetylierten, sulf atierten, phospho- 
rylierten, ..glycosylierten, oxydierten Derivate oder Frag- 
mente mit bifidogenen Eigenschaf ten . 

Die erf indungsgemaiSen Peptide wirken ant imikrobiell gegen 
Bakterien, die in der naturlichen Sauglingsdarmf lora nicht oder 
nur in geringen Mengen vorkommen und fordern das Wachstums von 
erwiinschten Bakterien wie Bif idobakterien, indem sie die Bifido- 
bakterien im Wachstum starker als andere Bakterien fordern oder 
nur die nichterwunschten Bakterien selektiv hemmen . Diese 
Eigenschaft, Bif idobakterien einen Wachstumsvorteil zu verschaf- 
fen, wird als bifidogen bezeichnet. 


Bevorzugt werden Peptide eingesetzt, die folgende Aminosaurese- 
quenz aufweisen: 

R1-EQLLRLKK-R2, R1-YLEQLLRLKKY-R2, R1-NRQRNILR-R2, 
R1-YMNGMNRQRNILR-R2, R1-FQWQRNMRK-R2, R1-HTGLRRTA-R2, 
R1-FTAIQNLRK-R2, R1-EVAARARVVW-R2, R1-WQRNMRKV-R2, 
R1-LARTLKRLK-R2, R1-YKQKVEKV-R2, R1-LVRYTKKV-R2, 
R1-KYLYEIARR-R2, R1-ARRARVVWCAVG-R2, Ri-ARRARWWCAVGE-R2, 

R3-CIAL-R^ R3-CIAL-R, 

Ri - YQRRPAIAINNPYVPRTYYANPAWRPHAQIPQRQYLPNSHPPTWRRPNLHPSF-R2 , 
Ri -GRRRRSVQW cfvSQPEATKCFQWQRNMRRVRGPPVSC IKRDSPIQCIQA-R^ , ^' 
Rj -GRRRSVQWCAVSQPEATK CFQWQRNMRKVRG PPVSCIKRDSPIQCIQA-R^ , 
Ri - GRRRRS VQWCpAVSQPEATK CFQWQRNMRKV RGPPVSCI KRDS P IQCI QA - R, , 
R1-VYQHQKAMPKPWIQPKTKVIPYVRYL-R2 , Ri-ARRARWWAAVG-R, , 


worm 


Ri, R 


3 unabhangig voneinander NH2 , eine Aminosaure oder 


Peptid mit bis 100 Aminosauren darstellen und 

R2, R4 unabhangig voneinander COOH, CONH2 , eine Aminosaure oder 
ein Peptid mit. bis zu 100 Aminosauren darstellen und die ami- 
dierten, acetylierten, sulf atierten, phosphorylierten, glycosy- 
lierten, oxydierten Derivate oder Fragmente mit bifidogenen 
Eigenschaf ten . 

Bevorzugt weisen R^ , R^ , R3 , R^ eine Lange von bis zu 50, mehr 
bevorzugt von bis zu 20 und am meisten bevorzugt eine Lange von 
bis zu. 10 Aminosauren auf . 

Die erfindungsgemaSen Peptide konnen durch Aufreinigung aus 
Kuhmilch Oder Humanmilch erhalten werden. Alternativ ist jedoch 
auch die Expression in gentechnisch veranderten Organismen oder 
die Herstellung durch chemische Peptidsynthese moglich. 
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Ein weiterer Aspekt der Erfindung sind die Nukleinsauren, die 
fur die bifidogenen Bakterien kodieren, sowie Antikorper, die 
gegen bifidogene Peptide gerichtet sind. 

Die erfindungsgemaSen Peptide und/oder Nucleinsauren konnen 
zusammen mit pharmazeutisch ublichen Hilfsstoffen in Arzneimit- 
teln enthalten sein. Dazu werden bevorzugt galenische Zuberei- 
tungen eingesetzt und Applikat ionsf ormen gewahlt, bei denen die 
Peptide undegradiert an den Wirkort gelangen. 

Vorzugsweise wurden die erf indungsgemaEen Peptide in Mengen von 
0,1 bis 100 mg/kg Korpergewicht eingesetzt. Wirksame Nuclein- 
sauremengen sind beispielsweise 0,01 mg bis 100 mg/kg Korper- 
gewicht. Bevorzugt liegt die Menge im Bereich von 1 bis 10 mg/kg 
Korpergewicht fur die Peptide und Nucleinsauren. 

Die- erf indungsgemaSe Peptide konnen auch zusammen mit Nahrstof- 
fen in Nahrungsmittel enthalten sein. 

. Daruber hinaus konnen die erf indungsgemaSen Peptide und/oder 
die gegen die Peptide gerichteten Antikorpern zusammen mit 
weiteren Hilfsstoffen auch in Diagnostikmittel enthalten sein. 

Die erf indungsgemaSe'n Peptide und Nukleinsauren eignen sich zur 
Behandlung von durch mikrobielle Fehlbesiedlungen bedingte 
Erkrankungen wie Infektionen, Entzundungen, mikrobiell induzier- 
ten Tumoren, mikrobiell bedingten degenerativen Erkrankungen,. 
Durchfallerkrankungen, Koliken, Abweichung der Mund- , Darm- und 
Vaginalflora, Karies. Die mikrobielle Fehlbesiedlung kann 
beispielsweise durch Bakterien, Pilze, Hefen, Protisten, Viren, 
Mycoplasmen, Filarien und/oder Plasmodien bedingt sein. 

Die erf indungsgemaSen Peptide eignen sich auch als Hilfsstoff 
in der Nahrungsmittel zubereitung im Sinne von Fermentationshil- 
f en . 
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Es wird insbesondere bevorzugt, daS zwei oder mehr Peptide 
gemeinsam eingesetzt werden oder Peptide eingesetzt werden, die 
zwei Oder mehr der erf indungsgemaSen Peptidsequenzen aufweisen. 
Das unterschiedliche Wirkungsspektrum der Einzelstoffe bzw. 
Stoffe, die Einzelsequenzen oder erf indungsgemaSe Peptide 
aufweisen, erlaubt es, beim Vorliegen von Resistenzen von 
Mikroorganismen durch eine geeignete Kombination von Sequenzen 
Oder durch eine Kombination der Einzelsubstanzen eine optimale 
Hemmung der unerwiinschten Mikroorganismen zu erzielen. 

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung weiter erlautern: 
Beispiel 1 

Behandlung von Milch 

Humane Milch wurde mit Pepsin (20 mg/g Protein) versetzt, 
nachdem sie mit HCl auf einen pH von 3,5 eingestellt wurde. Die 
enzymatische Reaktion wurde fiir zwei Stunden bei 37°C inkubiert 
und durch Kochen fiir funf Minuten gestoppt . AnschlieSend wurde 
zentrifugiert (20 min, 60.000 g bei 4°C) und das Milchfett 
abgeschopft. Die verbliebene Losung wurde mit 0,1 % TFA versetzt 
und erneut zentrifugiert, urn ausgefallene hochmolekulare Pro- 
teine abzutrennen. 

HPLC Reinigung eines bifidogenen Peptides aus Milch 

Fur die Reinigung von bifidogenen Peptiden aus Milch miissen 
verschiedene HPLC Trennverf ahren miteinander kombiniert werden, 
um eine moglichst reine Darstellung iiber eine optimale Trenn- 
leistung zu erzielen und inaktive, unerwiinschte Bestandteile 
abzutrennen. Die jeweiligen Proben, die nach jedem Trennungs- 
schritt enstehen, miissen in zwei Testsystemen getestet werden, 
d.h. ein Wachstumstest mit Bif idobakterien in Kombination mit 
einem Wachstumstest mit E. coli als Target (siehe Beispiele 3 
und 4). Notwendig fur die Reinigung ist die Kombination von 
mindestens einem Reverse -Phase Chromatographieschritt (bevorzugt 
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von zwex Reverse -Phase Chromatographischritten) und der Einsatz 
einer Kat ionenaustausch-HPLC-Trennung . In den Biotest mug die 
jeweilige Probe salzarm eingesetzt werden, urn ein moglichst 
optimales Screeningergebnis zu erhalten. 

Der erste Trennschritt wurde mit Hilfe einer Parcosil-C18 Saule 
(1 X 12,5 cm, 100 A, Biotek, Heidelberg, Deutschland) durchge- 
f iihrt . 


Puffer A: 0,1% TFA 

Puffer B; Acetonitril mit 0,1% TFA 
Gradient: 0 bis 60% B in 45 Minuten 
Flufi: 2 ml / min 

Detektion 280 nm (siehe Figur 1) 

Rechromatografie von Fraktion 23 mit der gleichen Saule und 
einem flacheren Gradient (siehe Bild) : 

Puffer A: 0,1% TFA 

Puffer B : Acetonitril mit 0,1% TFA 
Gradient: 0 bis 20% B in 5 Minuten 
20 bis 50% B in 45 Minuten 

Detektion: 214 nm (siehe Figur 2) 

Rechromatografie von Fraktion 16 aus dem vorangegangenem Trenn- 
schritt mit der gleichen Saule, aber anderem Elut ionsmi ttel , 
um die Selektivitat bei der Trennung zu verandern. 

Puffer A: 0,1% TFA 

Puffer B: 0,1% TFA in Methanol 

Gradient: 0 bis 40% B in 5 Minuten 

40 bis 70% B in 45 Minuten 


Detektion: 214 nm (siehe Figur 3) 


Rechromatografie der aktiven Fraktion 21 mit einer Kationenaus- 
tausch HPLC: 

Saule: Parcosil Pepkat, 4 x 50 mm, 300 A, 5 ^m, Biotek, Heidel- 
berg 

Puffer A: 10 mM Phosphatpuf f er pH 4 , 5 
Puffer B: Puffer A mit 1 M NaCl 
Flufi: 0,75 ml/min 

Gradient: 0 bis 15% B in 5 Minuten 
15 bis 50% B in 35 Minuten 

Detektion: 214 nm (siehe Figur 4) 

Die erhaltenen Fraktionen wurden jede einzeln in einem kurzen 
Reverse Phase HPLC Lauf entsalzt-, bevor sie zum Test auf anti- 
mikrobielle und bifidogene Aktivitat zugefiihrt wurde . 

Durch Massenspektrometrie und Aminosauresequenzierung wurden 
die folgenden Peptide identif iziert : 

Fraktion 9 enthielt die reine, bifidogene Komponente 

YQRRPAIAINNPYVPRTYYANPAWRPHAQIPQRQYLPNSHPPTWRRPNLHPSF 
(caseinK-63 -117) 

Fraktion 10 enthalt die bifidogene Komponente 

GRRRRSVQWCAVSQPEATKCFQWQRNMRKVRGPPVSCIKRDSPICCIQA 
(neutrophil-lactof errin-20-67) 

und Fraktion 11 enthalt die bifidogene Komponente mit einer 
Adduktmasse von +16 was darauf hindeutet, daS es sich um ein 
Oxidationsprodukt handelt (vermutlich ist ein Methionin oxi- 
diert ) . 
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Beide Peptide und das Oxidat ionsprodukt haben eine bifidogene 
Akt ivitat . 


Beispiel 2 


N^chweis der w^chs tumsregullerendGn Akti^/itat a.uf E. coli 

Fraktionen aus der HPLC wurden mit E. coli K12 eingesetzt. Der 
Test wird in 3 g/1 Tryptic Soy broth (Sigma) f olgendermaSen 
durchgef iihrt : 


Fur jeden Assay wurden Kulturen von E. coli K12 frisch in 
Tryptic Soy broth (Sigma) angeimpft. Die Inkubation dieser 
Bakterien erfolgte immer unter aeroben Bedingungen bei 37^C fur 
16 Stunden. Zu testende Peptide wurden zu einer Testlosung, be- 
stehend aus 200 /xl 3 g/1 Tryptic Soy broth, in 96 -Loch Zell- 
kulturplatten gegeben und mit einem Inokulum von 20 //I einer 
verdunnten Bakteriensuspension angeimpft. Die photometrische 
Absorption des Inokulums betrug 0,05, gemessen bei 500 nm. Das 
Wachstum der Bakterien unter dem Einf lug der Peptide wurde nach 
16 Stunden ebenfalls photometrisch im ELISA-Reader bestimmt und 
manuell mikroskopisch bestimmt. 

Beispiel 3 

Nachweis der wa.chstumsregulierenden Aktivitat auf Bifidobac- 
terium bifiduw 


Fur jeden Assay wurden Kulturen von Bifidobacterium bifidum ATCC 
29521 frisch in Elliker broth (Difco, Detroit, USA) angeimpft. 
Die Inkubation dieser Bakterien erfolgte immer unter anaeroben 
Bedingung bei 37°C fur 16 bis 18 Stunden. Zu testende Peptide 
wurden zu einer Testlosung bestehend aus 200 fj.1 50% Elliker 
broth in 96 -Loch Zellkulturplatten gegeben und mit einem Inoku- 
lum von 20 fil einer verdunnten Bakteriensuspension angeimpft. 
Die photometrische Absorption des Inokulums betrug 0,05 gemessen 
bei 550 nm . Das Wachstum der Bakterien unter dem EinfluS der 


- 9 - 


Peptide wurde nach 16 Stunden ebenfalls photometrisch im ELISA- 
Reader bestimmt und manuell mikroskopisch bestimmt. Als Positiv- 
kontrolle diente N-acetylglucosamin . Fur diesen Test konnen nur 
Bifidus-Kulturen eingesetzt werden, die auf N-Acetylglucosamin 
reagieren. Nach einigen Passagen verlieren Bif idobakterien diese 
Eigenschaft, diese konnen dann fur diesen Wachstumstest nicht 
inehr eingesetzt werden. 

Beispiel 4 

Als bifidogen wurden die Fraktionen ident if iziert , bei denen 
der Wert 

BW EW 

- ^ 0,15 (bifidogen) 

BO EO 


ist . 


- 10 - 

SEQUENZPROTOKOLL 

(1) ALLGEMEINE ANGABEN : 
(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Wolf-Georg Forssmann 

(B) STRASSE: Feodor-Lynen- S t rasse 31 

(C) ORT: Hannover 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 30625 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG : Bifidogene Peptide 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 22 
(iv) COMPUTER- LESBARE FASSUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM : PC- DOS/MS -DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 1: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 8 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 1 : 

Glu Gin Leu Leu Arg Leu Lys Lys 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 2: 
(i ) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 11 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 


Tyr Leu Glu Gin Leu Leu Arg Leu Lys Lys Tyr 
15 10 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 8 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure. 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

Asn Arg Gin Arg Asn lie Leu Arg 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 13 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 4: 

Tyr Met Asn Gly Met Asn Arg Gin Arg Asn He Leu Arg 
^ 5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: ' 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 5: 

Phe Gin Trp Gin Arg Asn Met Arg Lys 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 8 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 
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(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

His Thr Gly Leu Arg Arg Thr Ala 
1 5 

(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 7: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7; 

Phe Thr Ala lie Gin Asn Leu Arg Lys . 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 8: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 10 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

Glu Val Ala Ala Arg Ala Arg Val Val Trp 
15 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 9: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 8 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 
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Trp Gin Arg Asn Met Arg Lys Val 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(>:i) SEQUEN2BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 10 

Leu Ala Arg Tiir Leu Lys Arg Leu Lys 

= 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 8 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

Tyr Lys Gin Lys Val Glu Lys Val 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 12 : 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 8 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 

Leu Val Arg Tyr Thr Lys Lys Val 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 
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(A) LANGE: 9 Aminosauren 

( B ) ART : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS : Pep t id 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 

Lys Tyr Leu Tyr Glu He Ala Arg Arg 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 
{ i ) SEQUEN2KENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 12 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid. 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 

Ala Arg Arg Ala Arg Val Val Trp Cys Ala Val Gly 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 4 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 15: 

Cys He Ala Leu 

2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 16: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 13 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
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(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 
Ala Arg Arg Ala Arg Val Val Trp Cys Ala Val Gly Glu 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 
( i ) SEQUEN2KENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 55 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

. (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 


Tyr Gin Arg Arg Pro Ala He Ala He Asn Asn Pro Tyr Val Pro Arg 

S 10 IS 

Thr Tyr Tyr Ala Asn Pro Ala Val Val Arg Pro His Ala Gin He Pro 

25 30 
Gin Arg Gin Tyr Leu Pro Asn Ser His Pro Pro Thr Val Val Arg Arg 

35 40 45 

Pro Asn Leu His Pro Ser Phe 
50 55 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 18: 
( i ) SEQUENZKENN2EICHEN : 

(A) LANGE: 4 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 

Gly Arg Arg Arg Arg Ser Val Gin Trp Cys Thr Val Ser Gin Pro Glu 

^5 10 15 

Ala Thr Lys Cys Phe Gin Trp Gin Arg Asn Met Arg Arg Val Arg Gly 

2^ 25 30 

Pro Pro Val Ser Cys He Lys Arg Asp Ser Pro He Gin Cys He Gin 
35 40 45 

Ala 
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>) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 
( i ) SEQUENZKENNZE ICHEN : 

(A) LANGE: 4 8 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19: 

Gly Arg Arg Arg Ser Val Gin Trp Cys Ala Val Ser Gin Pro Glu Ala 

15 10 15 

Thr Lys Cys Phe Gin Trp Gin Arg Asn Met Arg Lys Val Arg Gly Pro 

20 25 30 

Pro Val Ser Cys He Lys Arg Asp Ser Pro He Gin Cys He Gin Ala 
35 40 45 

) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 20: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 4 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20: 

Gly Arg Arg Arg Arg Ser Val Gin Trp Cys Ala Val Ser Gin Pro Glu 

15 10 15 

Ala Thr Lys Cys Phe Gin Trp Gin Arg Asn Met Arg Lys Val Arg Gly 

20 25 30 

Pro Pro Val Ser Cys He Lys Arg Asp Ser Pro He Gin Cys He Gin 
35 40 45 

Ala 


ANGABEN ZU SEQ ID NO : 21: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 2 6 Aminosauren 

(B) ART : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 21: 
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Val Tyr Gin His Gin Lys Ala Met Pro Lys Pro Trp He Gin Pro Lys 

10 15 
Thr Lys Val He Pro Tyr Val Arg Tyr Leu 

20 25 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 22: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 12 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22: 

Ala /Arg Arg Ala Arg Val Val Trp Ala Ala Val Gly 

5 10 
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PatentanspriiGhe 


Peptide erhaltlich durch 

Versetzen von Kuhmilch oder Humanmilch mit Protea- 
sen und anschlieSender Inkubation fiir zwei Stunden, 
Zentrifugation, um Milchfett zu entfernen, 
Ansauern auf einen pH von 2,0 durch starke Sauren, 
Abtrennung der ausgef allenen Proteine, 
Anwendung mindestens eines Reverse- Phase -HPLC- 
Schrittes , 

Anwendung eines Kat ionenaus tauscher-HPLC-Schri t t es , 
Samnieln von Fraktionen, 

Einstellen der Fraktion auf einen Salzgehalt < 
25 tnM fiir die Durchfiihrung von Akt ivitatstests 
durch Dialyse oder Reverse-Phase-HPLC, 
Kultivierung von Bif idobakterium Bifidum und E. 
coli in Gegenwart der Fraktionen und Auswahl von 
Fraktionen, die der Bedingung 

BW EW 

~" - -- 2 0,15 (bifidogen) 

BO EO 

genugen, worin BW die Keimzahl bezeichnet, die bei 
16-stundiger Inkubation von Bif idobakterium Bifidum 
in 50% Elliker Broth in Gegenwart der Peptide in 
einer Konzentration von 200 Mg/ml erhalten wird, 
BO die Keimzahl bezeichnet, die bei der wirkstoff- 
freien Kont rollinkubation erhalten wird. 
EW die Keimzahl bezeichnet, die bei 16-stundiger 
Inkubation von E. coli in 3 g/1 Tryptic Soy Broth 
in Gegenwart der Peptide in einer Konzentration von 
200 /^g/l erhalten wird, 
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EO die Keimzahl bezeichnet, die bei der wirkstoff- 
freien Kontrollinkubation erhalten wird, 
Isolierung des in dieser Fraktion vorhandenen Peptids 

sowie die amidierten, acetylierten, sulf atierten, phospho- 
rylierten, glycosylierten, oxydierten Derivate oder Frag- 
mente mit bifidog;enen Eigenschaf ten und Peptide, die durch 
Kombination der Peptide, Fragmente oder Derivate mittels 
chemischer Verknupfung erhaltlich sind. 

Peptide gemaS Anspruch 1 mit der Aminosauresequenz 
R1-EQLLRLKK-R2, R1-YLEQLLRLKKY-R2, R1-NRQRNILR-R2, 
R1-YMNGMNRQRNILR-R2, R1-FQWQRNMRK-R2, R1-HTGLRRTA-R2, 
R1-FTAIQNLRK-R2, R1-EVAARARVVW-R2, R1-WQRNMRKV-R2, 
R1-LARTLKRLK-R2, R1-YKQKVEKV-R2, R1-LVRYTKKV-R2, 
Rl -KYLYEIARR-R2 ' Ri -ARRARVVWpVG-R2 ' Ri - ARRAR WWCAVGE - R2 , 

R3-CIAL-R4 R3-tlAL-R4 

Ri - YQRRPAIAINNPYVPRTYYANPAVVRPHAQIPQRQYLPNSHPPTVVRRPNLHPSF-R2 ' 
Rl - GRRRRSVQW cfvSQPEA TK ^FQWQRNMRRVRGPPVSC I KRDS P I QC IQA - R2 , 
Ri - GRRRS VQWCAVSQ PEATK CFQWQRNMRKVRG PP VSCIKRDSPIQCIQA-R., , 
Rl-GRRRRSVQW CAVSQPEATKCFQWQRNMRKVRGPPVSC IKRDSPIQCIQA-R^ , 
Ri - VYQHQKAMPKPWIQPKTKVIPYVRYL-R2 ' Ri- ARRAR WWAAVG- R2 , 

worin 

Ri, R3 unabhangig voneinander NH2, eine Aminosaure oder ein 
Peptid mit bis 100 Aminosauren darstellen und 
R2, R4 unabhangig voneinander COOH, CONH2 , eine Aminosaure 
Oder ein Peptid mit bis zu 100 Aminosauren darstellen und 
die amidierten, acetylierten, sulf atierten, phosphorylier- 
ten, glycosylierten, oxydierten Derivate oder Fragmente 
mit bifidogenen Eigenschaf ten . 
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3. Verfahren zur Herstellung der Peptide gemaS Anspruch l 
und/oder 2 durch Aufreinigung aus Kuhmilch oder Human- 
milch, Expression in gentechnisch veranderten Organismen 
Oder chemische Synthese. 


4 . 


7 . 


8 


9 . 


Nukleinsauren kodierend fur Peptide gemaS Anspruch i 
und/ Oder 2 . 


Antikorper gerichtet gegen Peptide gemaS Anspruch l und/ 
Oder 2 . 


Arzneimittel enthaltend mindestens eines der Peptide 
gemaK Anspurch 1 und/oder 2 und/oder mindestens eine 
Nukleinsaure gemaJS Anspruch 3 zusammen mit pharmazeu- 
tisch ublichen Hilf sstof f en . 

Nahrungsmittel enthaltend Peptide gemalS Anspruch 1 und/ 
Oder 2 zusammen mit Nahrstoffen. 

Diagnostikmittel enthaltend Peptide gemaS Anspruch 1 
und/ Oder 2 und/oder Antikorper gemaS Anspruch 5 zusam- 
men mit weiteren Hilf sstof fen . 

Verwendung der Peptide gemaE Anspruch 1 und/oder 2 und/- 
oder der Nucleinsauren gemaS Anspruch 3 zur Behandlung 
von durch mikrobielle Fehlbesiedlungen bedingten Erkran- 
kungen beispielsweise durch Bakterien, Pilze, Hefen, 
Protisten, Viren, Mycoplasmen, Filarien, Plasmodien, wie 
Infektionen Ent zundungen, mikrobiell induzierten Tumo- 
ren, mikrobiell bedingten degenerativen Erkrankungen , 
Durchfallerkrankungen, Koliken, Abweichung der Mund- , 
Darm- und Vaginalf lora, Karies . 


10. Verwendung der Peptide gemaS Anspruch 1 und/oder 2 zur 
Herstellung eines Nahrungsmittels . 
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Zusammenf assung 


Peptide erhaltlich durch 

Versetzen von Kuhmilch oder Humanmilch mit Proteasen und 
anschliej^ender Inkubation fur zwei Stunden, 
Zentrif ugation, um Milchfett zu entfernen, 
Ansauern auf einen pH von 2,0 durch starke Sauren, 
Abtrennung der ausgef allenen Proteine, 

Anwendung mindestens eines Reverse-Phase-HPLC-Schrit: tes , 
Anwendung eines Kat ionenaustauscher-HPLC-Schrittes , 
Sammeln von Fraktionen, 

Einstellen der Fraktion auf einen Salzgehalt < 25 mM fur 
die Durchfiihrung von Akt ivitatstests durch Dialyse oder 
Reverse- Phase -HPLC, 

Kultivierung von Bif idobakterium Bifidum und E, coli in 
Gegenwart der Fraktionen und Auswahl von Fraktionen, die 
der Bedingung 

BW EW 

~ s 0,15 (bifidogen) 

BO EO 

genugen, worin BW die Keimzahl bezeichnet, die bei 16- 
stiindiger Inkubation von Bif idobakterium Bifidum in 50% 
Elliker Broth in Gegenwart der Peptide in einer Konzen- 
tration von 200 fig/ml erhalten wird, 

BO die Keimzahl bezeichnet, die bei der wirkstof f f reien 
Kontrollinkubation erhalten wird. 

EW die Keimzahl bezeichnet, die bei 16-stundiger Inkuba- 
tion von E. coli in 3 g/1 Tryptic Soy Broth in Gegenwart 
der Peptide in' einer Konzentrat ion von 200 }J,g/l erhalten 
wird, 

EO die Keimzahl bezeichnet, die bei der wirkstof ff reien 
Kontrollinkubation erhalten wird, 
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Isolierung des in dieser Fraktion vorhandenen Peptids 

sowie die amidierten, acetylierten, sulf atierten , phosphor-y- 
lierten, glycosyl ierten , oxydierten Derivate oder Fragment e 
mit bifidogenen Eigenschaf ten und Peptide, die durch Kombina- 
tion der Peptide, Fragmente oder Derivate mittels chemischer 
Verkniipfung erhaltlich sind. 
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